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(Chow ,1985 ;Anchordogy 等 ,1988 ;Jeyalectumie 和 Sub2
ramoniam , 1989 ; Dumont 等 , 1992 ; Subramoniam , 1994 ;








等 ,1988 ;Subramoniam ,1994 ;Wang等 ,1995) 。
十足目甲壳动物精子没有鞭毛 ,不能运动 (Clark











卵 (Hinsch ,1991) 。在交配后的雌蟹和纳精囊为封闭
式的中国对虾 ( Penaeus monodon) ( Hinsch ,1991 ;Lin
和 Ting ,1986) 的纳精囊腔中都可观察到游离的精
子。精子和卵水接触 ,可以被激活诱导产生顶体反


















精子的冷冻保存 (Mistutoshi ,2000) 。pH 波动、冷休
克、冰晶的形成、渗透压作用、冷冻剂的毒性是冷冻








两种方法。Chow 等 (1985) 直接从交配后的罗氏沼
虾 ( Macrobrachium rosenbergii ) 胸板获取精荚用于受
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精研究。Anchordoguy 等 (1988)采用组织研磨器研磨
锐脊单肢虾 ( Sicyona ingentis) 输精管或纳精囊 ,释放
精子或精子团 ,然后离心分离出精子。Bhavanis2
hankar 和 Subramoniam(1997) 和王艺磊等 (2001) 采用









甲壳动物精子冷冻的研究中 (Bray 和 Lawrence ,
1998 ;Anchordoguy 等 ,1988 ;Dumont 等 ,1992 ;Bhavan2
ishankar 和 Subramoniam ,1997 ;柯亚夫等 ,1996) 。Bray
和Lawrence (1998)发现海水和无钙离子的人工海水
都可以作为缓冲介质。中国对虾稀释液中则不能缺
少钙、镁、钾离子中任何一种 , Ca2 + 浓度不能超过




冻效果 ,发现 DMSO 是一种比甘油、果糖、脯氨酸、海
藻糖更有效的冷冻剂 ,5 %的 DMSO 的结果最好 ,高
浓度结果不稳定。在添加冷冻剂时的温度不同显著
影响锯缘青蟹精子的存活率 ,降低添加冷冻剂时的
温度可以减少冷冻剂对精子损伤作用 ,高 DMSO 浓
度时效果更明显 (Bhavanishankar 和 Subramoniam ,
1997) 。10 %的甘油成功地用于罗氏沼虾精荚冷冻
保存 (Chow 等 ,1985) 。柯亚夫等 (1996) 用含有 10 %
DMSO和 5 %～10 %甘油的稀释液冷冻中国对虾精
子 ,成活率可达 60 %。Bhavanishankar 和 Subramoniam
(1997)发现甘油中冷冻的青蟹精子比在 DMSO 中冷
冻的有更高的成活率 ,青蟹精子对甘油比 DMSO 和
乙烯甘油 ( EG) 有更高的忍受能力 ,在 1215 %甘油 ,




但结果并不稳定 (Bhavanishankar 和 Subramoniam ,
1997) 。在三个不同的温度下 (15 ℃、20 ℃和 23 ℃) ,
甲醇对青蟹精子的毒性小于 DMSO、EG及甘油 (Bha2
vanishankar 和 Subramoniam ,1997) 。
冷冻剂的联合作用可以产生好的结果。单独使
用海藻糖时 ,对青蟹的精子有低的保护作用 ,但和
DMSO 联合使用时 ,精子存活率大大提高 (Jeyalectu2
mie 和 Subramoniam ,1989) 。相应的结果在锐脊单肢
虾精子冷冻中也发现 ,但 5 %DMSO 和其他冷冻剂联
合使用却不能提高其精子的成活率 (Anchordoguy




等 ,1985 ;Jeyalectumie 和 Subramoniam ,1989 ;Bhavanis2
hankar 和 Subramoniam ,1997 ;柯亚夫等 ,1996) 。青蟹
精子和精荚不同 ,不能忍受快速的冷冻率 ,例如直接
投入液氮 ,同时采用比较慢的 (5 ℃min - 1) 而不是快
的 (7 ℃min - 1)冷冻速率 ,有更好的冷冻效果 (Bhavan2
ishankar 和 Subramoniam , 1997 ) 。Anchordoguy 等
(1988)认为冷冻速率对于冷冻复苏虾的精子存活起
很重要的作用 ,以快于 5 ℃min - 1或慢于 5 ℃min - 1冷
冻锐脊单肢虾的精子 ,发现 1 ℃min - 1有最高的存活
率 (Anchordoguy 等 ,1988) 。Dumont 等 (1992) 发现以
116 ℃min - 1速度冷冻南美白对虾 ( Penaeus vannamei)
精子时比 013 ℃min - 1和 118 ℃min - 1有更好的效果。
精子冷冻时平衡时间也很重要 ,Chow 等 (1985)
在自来水和 10 %甘油的混合物中平衡罗氏沼虾精
荚 15～30 分钟 ,得到最佳的效果。两步冷冻法已被
成功地用于甲壳动物精子的冷冻。Chow 等 (1985)
将罗氏沼虾的精荚转移到 1ml 的玻璃试管 ,在准备
长期贮存到液氮中之前 ,在液氮中预冷了 5～10 分
钟。Anchordoguy 等 (1988)证明锐脊单肢虾冷冻到 -
30 ℃再浸入液氮中的精子的存活率很稳定 ,但如果
预冷不到 - 30 ℃则成活率不够理想。Bhavanishankar
和 Subramoniam ( 1997) 发现青蟹精子在 - 30 ℃和
- 50 ℃浸入液氮中的存活率没有差异。中国对虾精
子在 0～4 ℃平衡 20～30min 很有必要 ,也不会发生
顶体反应 (柯亚夫等 ,1996) 。
冷冻精液一般在 15～30 ℃水浴中复苏 ,复苏速
率越快 ,精子存活率越高。青蟹精子的冷冻复苏是
将 015ml 的试样浸入 55 ℃水浴中 10～15 秒。但锐
脊单肢虾精子在 0 ℃、22 ℃和 37 ℃的水浴中复苏的
存活率没有差异 (Anchordoguy 等 ,1988) 。和其不一
样 ,青蟹精子不能忍受 1 ℃min - 1的复苏程序 (Bha2
vanishankar 和 Subramoniam ,1997) 。中国对虾的精子
解冻 ,在 20～40 ℃较好 ,而以 35～40 ℃最佳 (柯亚夫
等 ,1996) 。
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da 等 (1996)和 Ting 等 (1990)已成功地冷冻巨螯虾属
(Homarus)和长毛对虾 ( P. penicillatus) 精荚用于人工
受精。龙虾精子可以贮存 289 天 ,且形态正常 ,能够
发生顶体反应 ,但采用贮存过程中精子有退化 ,且精
子团中有细菌生长 ( Ishida 等 ,1986) 。Jeyalectumie 和
Subramoniam(1989) 成功地贮存了青蟹的精荚 ,发现
在 - 79 ℃和 - 196 ℃贮存 30 天的精荚中精子能够保
持活力。甲壳动物精对精子的保护和营养作用还不
太清楚 ,有人认为精荚的酸性粘多糖有助于防止脱
水和细菌作用 (Sasikala 和 Subramoniam ,1987) 。但可
以明确的是 ,精荚在十足目甲壳动物精子转移和贮
存中起重要作用 (Sasikala 和 Subramoniam ,1987 ;Sub2



















价已用于评价对虾的繁殖能力 (Wang 等 ,1995) ,除
此之外 ,评价甲壳动物精子活力和受精能力测试方
法有 : 台盼蓝色素外吐 ( Wang 等 , 1995 ; Bhavanis2
hankar 和 Subramoniam ,1997 ;柯亚夫 ,1996) ,曙红和
苯胺黑染色反应 (Bhavanishankar 和 Subramoniam ,
1997 ;柯亚夫 , 1996) ,低渗外吐 (Bhavanishankar 和
Subramoniam ,1997) ,生化分析 (Bhavanishankar 和 Sub2
ramoniam ,1997 ;冯北元 ,1995) ,诱导精子顶体反应
(Anchordoguy 等 ,1988) ,受精测试 (陈立侨等 ,1996 ;
陈本楠等 ,1997) 。其中较为成熟的是色素外吐法和
诱导顶体反应。但都有其局限性。Bhavanishankar






壳动物精子顶体反应的诱导 (Clark 和 Griffin ,1993 ;
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